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博士論文の要旨

　口唇口蓋裂は先天異常のうちで発生率の最も高い外表奇形の一つである。発生
率はおよそ700人に1人の割合で、その半分が症候群や他の奇形を伴わない症例
であり、発生原因は遺伝要因と環境要因の相互作用とされている。また、唇裂を
伴う口唇口蓋裂（CL／P）と口蓋裂単独（CPO）は発生機序が異なるとされている
が、その詳細については不明な点が多い。遺伝子要因に関するこれまでの研究の
中には、TGFA、　MSX1、　BMP4など口唇および口蓋形成に重要な遺伝子について、
これらの遺伝子欠損マウスでの表現型の一つとして口唇・口蓋裂を発生すること
が知られている。

　一方、DNA損傷を引き起こす電離放射線照射では、口唇・口蓋裂発生が誘発さ
れるという報告がある。これに対し、P53がん抑制遺伝子は修復不能のDNA損
傷をもつ細胞が発生初期の胎児に生じると、アポトーシスを誘導し奇形の発生を
防ぐことが知られている。しかし、放射線照射によるDNA損傷に対して働くP53
遺伝子と口唇口蓋裂発生関連性についての報告はまだない。そこで、口唇口蓋裂
自然発生系統マウスに、欠損P53遺伝子を導入したマウスを作成し、その口唇口
蓋裂発生への影響を検討した。このCL／Fr系マウスは、他の奇形を伴わない口唇
口蓋裂自然発生系統として古くから用いられている。

　方法および結果
　まずCL／Fr系統とP53＋ノーBALB／c系統との間で交配し、スピードコンジェニック法を
用いてP53＋ノーCL／Fr系統を作製した。次に、　P53＋！－CL／Fr系統同士を交配させ、胎生

18．5日の胎仔のP53遺伝子型と口唇口蓋裂自然発生率との相関を調べたところ、　CL／P
の発生率はP53＋ノ＋：16％、　P53＋ノー：24％、　P53†：13％であり、それぞれにおいて有意

な差は認められなかった。またCPOは認められなかった。この結果は、　DNA損傷を誘
引する特別な要因が無い環境では、P53遺伝子が口唇口蓋裂自然発生に影響しないこと
示唆した。

　そこで、環境要因の変化がどのように口唇口蓋裂発生に関与するかを評価するために、
器官形成期である胎生9．5日にγ線照射を2Gy（1Gy／min）行った。その結果、胎生死率（吸
収胚・胎仔死）はP53＋／＋：39％、　P53＋1一：8％、　P53ツー：12％、平均体重はP53＋／＋：0．759、
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P53＋／一：0．919、　P53†：0．979であり、胎生死率および平均体重ともにP53＋1＋において

胎生死率の上昇・平均体重の減少が統計学的に有意な差が認められた。これはP53遺伝
子依存性の細胞周期制御やアポトーシスがその違いに影響を与えていると考えられた。
さらに本題である口唇口蓋裂の発生率について検討を行ったところ、CL／Pの発生率は
P53＋ノ＋：11％、　P53＋1－：6％、　P53－！一：24％であり、それぞれにおいて有意な差は認めら

れなかった。一方・CPOの発生率についてはP53＋／＋：29％、　P53＋／一：1％、　P53†：3％

であり、P53＋！＋において有意に高く、P53遺伝子依存性アポトーシスは奇形を抑制すると
いう従来の報告と異なる結果を得た。

　考察

　口唇は上顎突起と内側鼻突起、口蓋は左右の上顎突起の癒合により形成され、突起癒
合部の正中上皮はMEE（medial　edge　epithelia）と呼ばれている。現在、この上皮がどの

ような変化をたどるかが口唇口蓋裂発生の重要な論点となっており、①上皮細胞がアポ
トーシスによって「細胞死」する、②上皮細胞が間葉組織への「形質変化」を行う、の
2つの仮説が立てられている。①の仮説では、上皮細胞が消失し結合組織に置き換わる
際にアポトーシスの働きが必須で、アポトーシスが口唇・口蓋の形成に重要な役割を果
たしているとされている。P53遺伝子依存性アポトーシスは種々の刺激に対して機能す
るが、P53†CL／FrにおいてCL／Pの発生率が上昇しないことから口唇・口蓋形成時の
突起癒合の際に機能するとされるアポトーシスとは異なると言える。②の仮説では胎児
の形態形成に正常な細胞の増殖・分化が不可欠であることと同様に、口唇・口蓋形成時
の突起癒合の際にMEE細胞が正常に増殖・分化し、正中上皮が間葉組織に形質転換す
る必要があるとされている。今回の結果は放射線照射下においてP53遺伝子依存性アポ
トーシスがCPOの発生原因となり、さらに組織の成長をも抑制するというものであっ
た。つまり・どの細胞かは特定できないものの、DNA損傷を受ける環境において、　P53
遺伝子が損傷を受けた口蓋形成時の突起癒合に必要な細胞（MEE細胞やその周囲の細
胞）・あるいはもっと前段階の口蓋突起の伸長・挙上時に必要な細胞をP53遺伝子依存性
アポトーシスによって除去し、増殖・分化を阻害している可能性が示唆された。
　CL／PはP53遺伝子の有無や放射線照射によるDNA損傷のような遺伝毒性の影響をほ
とんど受けないのに対し、CPOはその遺伝毒性に対して反応するP53遺伝子依存性アポ
トーシスが発生に強く影響していることが示唆された。したがって、従来から指摘され
ているように器官形成期におけるDNA損傷が、確かにCPOのリスクファクターである
という結果が得られた。

審査結果の要旨

　口唇口蓋裂は先天異常のうちで発生率の高い外表奇形の一つで、その発生率に
は人種差があることが明らかであり、日本人での発生率はおよそ700人に1人の
割合とされている。人種差、家族内発生などから遺伝子が関与した先天異常であ
ることは、容易に推測できるものの、これまでの研究では明らかな遺伝子要因の
指摘には至っておらず、多因子説として遺伝要因と環境要因の相互の関与’がある

とされている。さらに、唇裂を伴う口唇口蓋裂（CL／P）と口蓋裂単独（CPO）は
発生機序が異なるとされているが、その詳細については不明な点が多い。これら
を少しでも解明することにより、臨床的には疾患の予防につながることが理想的
であるが、現段階では、いわゆる遺伝相談として生かすことができる。その中で、

環境要因として、DNA損傷を引き起こす電離放射線照射が、口唇・口蓋裂発生を
誘発されるとされている。今回の研究は特定の器官形成のための遺伝子を対象に
遺伝子要因を検討するものではなく、もともと背景因子として口唇口蓋裂自然発
生という遺伝要因を持つマウスを用いて、修復不能のDNA損傷をもつ細胞が発
生初期の胎児に生じると、アポトーシスを誘導し奇形の発生を防ぐことが報告さ
れているP53癌抑制遺伝子の遺伝要因、環境要因に及ぼす影響を検討している点
に特徴がある。

230



－ 228 － － 229 －

　まずCL／Fr系統とP53＋／－BALB／c系統との間で交配し、スピードコンジェニッ
ク法を用いてP53＋／－CLI／Fr系統を作製した。作成したP53＋！－CL／Fr系統同士を

交配させ、胎生18．5日の胎仔のP53遺伝子型と口唇口蓋裂自然発生率との相関を
調べたところ、CL1Pの発生率はP53遺伝子型と相関が認められなかった。この
結果は・DNA損傷を誘引する特別な要因が無い環境では、　P53遺伝子が口唇口蓋
裂自然発生に影響しないこと示唆する新しい所見である。

　次に、環境要因の変化がどのように口唇口蓋裂発生に関与するかを評価するた
めに・器官形成期である胎生9．5日にγ線照射を2Gy（1Gy／min）行った。その結果、

胎生死率および平均体重ともにP53＋1＋において胎生死率の上昇、平均体重の減少
が統計学的に有意な差として認められた。唇顎口蓋裂の発生については、CL／Pの
発生率に有意な差は認めなかったのに対し、一方、CPOの発生率については有意
に高く、P53遺伝子依存性アポトーシスは奇形を抑制するという従来の報告と異
なる結果を得た。

　口唇は上顎突起と内側鼻突起、口蓋は左右の上顎突起の癒合により形成され、
突起癒合部の正中上皮はMEE（medial　edge　epithelia）と呼ばれている。現在、こ

の上皮がどのような変化をたどるかが口唇口蓋裂発生の重要な論点となってお
り、①上皮細胞がアポトーシスによって「細胞死」する、②上皮細胞が間葉組織
への「形質変化」を行う、の2つの仮説が立てられている。①の仮説では、上皮
細胞が消失し結合組織に置きi換わる際にアポトーシスの働きが必須で、アポトー
シスが口唇・口蓋の形成に重要な役割を果たしているとされている。p53遺伝子
依存性アポトーシスは種々の刺激に対して機能するが、P53†CL／Frにおいて
CL／Pの発生率が上昇しないことから口唇・口蓋形成時の突起癒合の際に機能する
とされるアポトーシスとは異なると言える。②の仮説では胎児の形態形成に正常
な細胞の増殖・分化が不可欠であることと同様に、口唇・口蓋形成時の突起癒合
の際にMEE細胞が正常に増殖・分化し、正中上皮が間葉組織に形質転換する必
要があるとされている。今回の結果は放射線照射下においてP53遺伝子依存性ア
ポトーシスがCPOの発生原因となり、さらに組織の成長をも抑制するというもの
であった。つまり、どの細胞かは特定できないものの、DNA損傷を受ける環境下

においては・P53遺伝子が損傷を受けた口蓋形成時の突起癒合に必要な細胞（MEE「
細胞やその周囲の細胞）・あるいはもっと前段階の口蓋突起の伸長・挙上時に必要

な細胞をP53遺伝子依存性アポトーシスによって除去し、増殖・分化を阻害して
いる可能性が示唆された。

　CL／PはP53遺伝子の有無や放射線照射によるDNA損傷のような遺伝毒性の影
響をほとんど受けないのに対し、CPOはその遺伝毒性に対して反応するP53遺伝
子依存性アポトーシスが発生に強く影響していることが示唆された。したがって、

従来から指摘されているように器官形成期におけるDNA損傷が、確かにCPOの
リスクファクターであるという非常に興味ある結果が得られ、今後の発展性も含
めて学位論文としての価値を認める。
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